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(57) Abstract 

Non-repli eatable viral recombinant vectors which 
are recognizable by muscle cell receptors, and furthermore 
modified by an insertion nucleic acid coding for a poly- 
peptide sequence to be expressed in said muscle cells, are 
used to obtain a drug for treating muscle cell diseases or 
diseases which, by virtue of their location in the body, are 
accessible to the products of the expression of the above 
mentioned nucleotide sequence, as secreted by said muscle 
cells. A method for producing said vectors, vectors such as 
those described above, and their use in pharmaceutical 
compositions are also provided. 

(57) Abrege 

L'invention concerne Tutilisation de vecteurs recom- 
binants d'origine virale, non replicables, et susceptibles 
d'etre reconnus par les recepteurs de cellules musculaires, 
ces vecteurs etant en outre modifies par un acide nucleique 

d'insertion codant pour une sequence polypeptidique dont Texpression dans lesdites cellules musculaires est recherchee, pour 
Tobtention d'un medicament destine au traitement de pathologies affectant les cellules musculaires ou de pathologies dont la lo- 
calisation dans I'organisme les rendent accessibles aux produits de Texpression de la sequence nuclSotidique sus-mentionnee se- 
cretes par lesdites cellules musculaires. L'invention concerne egalement un procede d'obtention de ces vecteurs, et des vecteurs 
tels que decrits ci-dessus et leur utilisation dans des compositions pharmaceutiques. 
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VECTEURS RECOMBINANTS VIRAUX POUR ^EXPRESSION DANS DES CELLULES MUSCULAIRES 



L 1 invention concerne des vecteurs recombinants 
d'origine virale comportant une sequence nucleotidique 
codant pour un polypeptide determine, et leur 
utilisation pour 1' expression de ce polypeptide dans 
des cellules musculaires. L 1 invention vise egalement 
un proced£. d'obtention de ces vecteurs, ainsi que 
leurs applications, notamment en tant que medicaments 
dans le domaine des pathologies musculaires. 

Le probleme, non resolu jusqu'4 maintenant, de la 
diffusion directe d f un gene vers un tissu specif ique, 
fait obstacle au developpement de la therapie genique 
dans le domaine des maladies musculaires. 

Les diverses tentatives de modification du tissu 
musculaire realisees jusqu 1 * ce jour sont 
principalement celle de la fusion de cellules 
musculaires avec un muscle bote (Salminen, A. , et al. f 
Hum. Gene Ther. 2, 15-26 (1991); Partridge, T.A. , et 
al., Nature 337, 176-179 (1989)), et celle procedant 
par injection d'ADN directement dans les muscles 
(Wolff, J.A. et al. Science 247, 1465-1468 (1991); 
Acsadi, G., New Biol. 3 r 71-81 (1991)). 

La methode procedant par fusion, chez des souris, 
de precurseurs de cellules musculaires provenant d»un 
donneur normal , avec des fibres musculaires d*un hote 
(Partridge, T.A., et al. cits ci-dessus) a ete 
realisee avec succes et cette therapie cellulaire a 
fait l^bjet d'essais preliminaires chez des enfants. 
Toutefois, cette approche semble presenter trop 
d 1 inconvenients pour £tre applicable au traitement de 
pathologies musculaires. En effet, les capacites de 
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circulation sanguine, tout en prot^geant ces acides 
nucleigues de 1* agression de divers constituants 
sanguins. 

Un autre but de la presente invention est de 
mettre a la disposition du public des compositions 
pharmaceutigues pennettant le traitement des maladies 
musculaires, et plus particuliferement des pathologies 
genetiques du systeme musculaire, ou encore de 
pathologies dont la localisation dans l'organisme les 
rendent accessibles aux produits de l 1 expression des 
acides nucleigues sus-mentionn£s, ces produits etant 
secretes par lesdites cellules musculaires. 

La pr&sente invention decoule de la ddcouverte 
faite par les inventeurs, du fait gue l'on retrouve 
l'activite /9-galactosidase dans de nombreux tissus 
apres injection k des souris de vecteurs recombinants 
d'origine virale, plus particuliferement d 1 adenovirus , 
dans le genome desguels a ete insere le gene codant 
pour la 0-galactosidase. Parmi ces tissus, on peut 
citer les poumons, le foie, l'intestin, le coeur et 
les muscles du sguelette. L' expression du gene de la 
0-galactosidase est constante dans le temps, puisgue 
la proportion des cellules de couleur bleue 
(coloration obtenue k la suite de 1* expression de ce 
gene) dans le tissu musculaire est a peu pres 
equivalente d'un mois & un autre. 

La figure 1 represente un exemple de construction 
d'un vecteur recombinant selon 1' invention et 
correspondant h l 1 adenovirus de type Ad5 dans le 
genome duguel est insere le gene de la 0-galactosidase 

4 

sous le control e du promo teur RSV. 

La presente invention a pour objet 1 •utilisation 
de vecteurs recombinants d'origine virale, non 
replicables, et susceptibles d'etre reconnus par les 
recepteurs de cellules musculaires, humaines ou 
animales, infectables par ces virus, ces vecteurs 
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*«• modifies par un acide nucleique 
en ° Utr °r une sequence nucleotidique 
d, rrtur C °t sjence Toiypepti^e dont 
codant pour ™ ^ cellules musculaires est 
1. expression dans lesdlte cont role d'un 

recherchee, cette sequence etant sous 1 
pr omoteur reconnu par les polymerases de ces cellul 

i .obtention d'un medicament administrable par la 
pour l'obtention a ,__ ro ^ PUS e ou intra- 



^ Zrale notamment intra-veineuse ou intra- 

et destine au traitement de pathologies 



cellules musculaires 
don t la localisation dans 1 organ^e les . ^ 



. Meg aux produits de 1' expression - 
accessaries • aux ^ . o+ . cpf . r etes par 

-. - 4-^ sus-mentionnee et secretes t»a 
sequence nucleotidique sus 

lesdites cellules musculaires. irug humains 

Les adenovirus, notamment ^ les ad 
de type 2 ou 5 representent aes 



particulierement pref eres dans le cadre de ^la presente 

en ra i S on notamment de la grande tailie au 

invention, en raison no possib le d'inserer 

fragment d'ADN etranger qu'il est pos 

d ans le g^ome de ces virus. ^ d . insertion 

sus-mentionne est P de pourvu de sequences 

d.adenovirus, ce geno r6p i ic ation de ces 

essences » * - 

adenovirus, « p ^ COBprcnd 



^ (Par e^ple un pronoteur prdcoce ou rarol* 
de Laaanoviru. till-) - - llututeBtim 
" rurs^rTr^^nt » -roe ae 

(ling Teraina! Repeat) 6e Iff (*ous Sarco*. Viru.) . 
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A titre d 1 exemples * d'autres promoteurs dont 
1 'utilisation peut etre envisagee, on mentionnera z 

- le promoteur du gdne IE de CMV (cytomegalovirus) 

- les promoteurs inductibles HMTV (Mouse Mammary 
Tumor Virus) ou metal lothionine. 

La force du promoteur utilisable peut etre 
appreciee dans des essais semblables & ceux qui sont 
d£crits dans les exemples qui suivent, par exemple par 
substitution dans les vecteurs de ces exemples du 
promoteur etudie au promoteur contenu dans le LTR de 
RSV et par l 1 evaluation de l 1 intensity d 1 expression du 
margueur obtenu, intensity qui peut alors etre 
comparee a celle obtenue avec le promoteur de LTR de 
KSV, 

La quantite de vecteurs administree dans 
l'organisme est avantageusement choisie de maniere a 
deborder le systeme immunitaire de l'organisme dans 
lequel ils sont injectes. 

Avantageusement la voie d 9 administration choisie 
dans le cadre de la presente invention est la voie 
intra -veineuse ou intra-arterielle. 

Parmi les pathologies affectant des cellules 
musculaires sus-mentionnees, on peut citer des 
pathologies g£netiques telles que la dystrophic 
musculaire. 

A ce titre I'acide nucleique ins£r£ dans le 
genome du vecteur viral, et dont est recherchee la 
diffusion dans la masse musculaire, comprend un 
sequence nucleotidique codant pour tin polypeptide 
susceptible de traiter la pathologie en question, et 
plus particulierement de jouer le role dans la cellule 
musculaire du polypeptide normalement present dans une 
cellule saine, mais dont la ddf icience est due soit a 
une production anormalement faible, voire nulle, de ce 
polypeptide, soit a une erreur dans sa sequence en 
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dans sa -^X^; utilise 

Das vecteurs, selon 1 » traitaM nt de 

intention «•« ^^"^ ^iculitt^ 
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realises suivant une methods ldsn«gu 
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9ala r t ""*-e.ple de pathc ^ ~£ 
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pnlebites. - x-invention utilises pour 

Des vecteurs selon traitement des 

^obtention d'un Bedica^ent destxne au des 

^ a la prevention des lmaiw, 
^ ! s l plus particuliarsnsnt caractsrisds en 

,', t tdU d- insertion conprend une 
ea V e l'acrde nuclsiqu subs tancs 

aa^ence nncldot s4< ,ance est 

thrombolytxque. . lonpe sianal codant 

avantageusement precedee d'une sequence ^ ^ ^ 

pour un peptide, signal assurant la cellu ie 
substance thrombolytic hors de 

muS culaire. dgaleme nt tout vecteur 

L' invention vise eg cons titue du 

recombinant caracterise en qu fc n . amoins 

j -^^f i «f d 1 un adenovirus , 
genome defects d un ^ essentielles 

1. ensemble de celles a ^ ^ ade novirus, et 

necessaires ^J^^ * cide nucle icue recombinant 
dans leguel est msere u. 
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dont est recherchee la diffusion dans la masse 
musculaire, cet acide nucleigue etant place sous le 
controle d'un promoteur susceptible d'etre reconnu par 
les polymerases des cellules musculaires, notamment le 

■ 

promoteur fort de la region precoce E1A du genome des 
adenovirus. 

Un vecteur recombinant preferd de l 1 invention est 
caracterise en ce que cet acide nucieique recombinant 
est constitue de tout ou partie du gene de la 
dystrophine. 

L 1 invention conceme egalement des compositions 
pharmaceutigues comprenant un ou plusieurs vecteurs 
recombinants tels que ddcrits ci-dessus, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

L 1 invention a egalement pour objet un procede 
d'obtentioh des vecteurs recombinants decrits ci- 
dessus qui comprend apres 1 1 etape de construction 
proprement dite de ces vecteurs par introduction de 
1 'acide nucieique d 1 insertion dans leur genome, une 
etape de transformation de lignees cellulaires 
trans formables d'eucaryotes superieurs (notamment 
d'origine humaine ou animale) comportant elles-memes 
une sequence distincte de nucleotides apte a 
complementer la partie du genome de 1 1 adenovirus 
essentielle pour la replication de ce dernier et dont 
le susdit vecteur est depourvu, ladite sequence 
distincte etant de preference incorporee au genome des 
cellules de ladite lignee cellulaire. 

A titre d'exemple prefere de telles lignees 
cellulaires, on mentionnera la lignee 293, lignee de 
rein embryonnaire humain qui contient, integres dans 
son genome, les onze premiers pourcents de l'extremite 
gauche du genome d'un Ad5. Ceux-ci permettent de 
complementer des virus recombinants defectifs qui 
portent des deletions de cette region. Un tel procede 
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recuperes et purifies. narticulierement 
» p resente invention -^ 1<e ^ 



i« f j -^= w " — _ . . • _ detaillee qui 

- ii a ^e de la description aetctxj. 

^ a-edenoviru. vecteurs 

suit ds « codant pour la p- 

recombinants comportant Is g ^ aden ovlrus 

galactosidass, et des propndtes de cet 

T construction de !• adenovirus recombinant, *d- 

r^^in^T'dtd construit par 
cet adenovirus ^ appropri . st 

re combinaison homologue entre un P ^ 
le g enome de 1 ' adenovirus d. ^J^. „ t place 
construction leaned (ro us Sarcoma 

SOUS " r pl asnidt P^gal utiliss contisnt is 
, P^II do ^ ertrenit. gaucbs de I'M. (ssgment 
segment PvuII de l ejn. . p iasmids sur la 

situe entre les positions 0 et 

ST de dication, des signaux 

^ lion et 1'aBplificateur Ela. Ce fragment 

d-encapsidation, et 1 P ^ ^ Bonnerot , 

est suivi par un gene ^nlslacZ i ^ ^ 

C. et al., Proc. natn. *cad. ^ par „ 

6795-6799) codant pour la J^*fV posi tions 
fragment de 1' adenovirus A d5 situe entre 
9,4 et 17 du. plasmide de la figure 1. 

^ valeurs -J^^' infant le 
indiquees ci-dessus sont des ^ llinterieur d e 

nombre de paires de base co P ires de 

ces fragments, une unite representant P 

baSS * *.*d5 situee entre les positions 9,4 

La sequence d'AdS situe recombina ison avec 

et 17 sus-mentionnees permet la rec 



1" adenovirus dl324 traitd par l 1 enzyme de restriction 
Clal (correspondant a un mutant de deletion E3; la 
deletion etant effectuee entre les positions 78,4 et 
84,3 du genome de l v adenovirus represents sur la 
figure 1J , apres transfection de cellules 293 
(cellules embryonnaires humaines de rein transformees 
par l 1 adenovirus et mentionnees ci-dessus) afin de 
generer le vecteur recombinant Ad-RSV-/Jgal . Le gene 
nlslacZ est control^ par le promoteur RSV LTR et 
possede le signal de polyadenylation du virus SV40. 
Le virus recombinant ainsi obtenu est incapable de se 
rSpliguer en raison de la deletion des genes El. 

2. Etude du transfert du gene par 1 • intermediaire 
de l 1 adenovirus aux organes de souris. 

Des souris Balb/C agees de 4 jours ont subi une 
injection intra -veineuse de 20-40 microlitres 
d' adenovirus recombinants hautement purifies, Ad-RSV- 
0gal (10 9 unites formant des plages : UFP/ml) les 
organes ont 6t6 prdlev^s 15 jours apres injection et 
traites avec du paraformaldehyde 4% dans un tampon 
phosphate pendant 30 minutes. Apres ringage les 
organes ont ete incubes pendant une nuit a 30 *C dans 
une solution X-gal. Les organes entiers ont ensuite 
et6 congeles et prepares de maniere appropriee pour 
effectuer des cryosections (de 10 micrometres 
d'epaisseur) , sections qui ont ete colorees k l'aide 
d'hematoxyline et d 1 Cosine. 

La mise en evidence par coloration histochimigue 
de la manifere indiquee ci-dessus de l f activite /3- 
galactosidase sur les sections effectuees indique la 
presence dans les cellules des organes prelev6s du 
gene insere dans !• adenovirus vecteur. 

L'examen macrocospique du coeur ainsi que des 
muscles du squelette prelev6s sur ces souris 
traitees, revele la grande efficacite avec laquelle a 
ete effectu6 ce transfert de gfene aprfes seulement une 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de vecteurs recombinants 
d'origine virale, non r6plicables, et susceptibles 
d'etre reconnus par les recepteurs de cellules 
musculaires, humaines ou animales, infectables par ces 
virus, ces vecteurs etant en outre modifies par un 
acide nucieique d 1 insertion contenant une sequence 
nucleotidique codant pour une sequence polypeptidique 
dont I 1 expression dans lesdites cellules musculaires 
est recherchee, cette sequence etant sous le controle 
d r un promoteur reconnu par les polymerases de ces 
cellules, pour l'obtention &*un medicament 
administrable par la voie gendrale, notamment intra- 
veineuse ou intra-arterielle, et destine au traitement 
de pathologies af fectant les cellules musculaires ou 
de pathologies dont la localisation dans l'organisme 
les rendent accessibles aux produits de 1' expression 
de la sequence nucleotidique sus-mentionnee secretes 
par lesdites cellules musculaires. 

2. Utilisation de vecteurs selon la 
revendication 1, caracterisee en ce que ces vecteurs 
sont choisis parmi les adenovirus defectifs dont les 
genomes sont depourvus de sequences essentielles 
necessaires a la replication de ces adenovirus, et 
plus particuliferement des transact ivateurs EA et EB» 

3. Utilisation de vecteurs selon la 
revendication 1 ou la revendication 2, caracterisee en 
ce que l 1 acide nucieique d 1 insertion est compris dans 
un genome defectif d 1 adenovirus comprenant neanmoins 
1' ensemble de celles des sequences essentielles 
necessaires a 1 ' encapsidation de ces adenovirus. 

4. Utilisation de vecteurs selon l»une des 
revendications 1 k 3, caracterisee en ce que l 1 acide 
nucieique d' insertion est const itue de tout ou partie 
d«un gene sain de la dystrophine. 
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^Usetien * ^Tl- * 
revendications 1 a 4,P trophie musculaire de 

destine au traitement de la ays 

Duchenne. vec teurs selon l'une 

6. utilisation de intention 

, ec revendications 1 a 3 pour 
quelconque des reven traite ment de naiades 

de medicaments pour ^ nucleique 

cardiaques, caracterisee er ic. QU polype ptide 
d . insertion code pour une 

ayant des proprietes ^°f^ eris e en ce qu'il 

7. vecteur recombinant car ad6novirus , 

e St constitu. du^^ de ce lles des 

comprenant neanmoins i a x . encapsidation 

fences essentielles ^ insere un acide 

de cet adenovirus et da- la diffusion 

nucleique recombinant a nUC leique etant 

dans la masse cardiaque, c susce ptible 

pl ace sous le control* * - ^ deg cellule s 

"^JZTZJZ* le P-moteur fort de la region 
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